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„In der Wissenschaft gleichen wir alle nur den Kindern, die am Rande des Wissens 
hier und da einen Kiesel aufheben, während sich der weite Ozean des Unbekannten 
vor unseren Augen erstreckt.“  











Erste Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Vortrag auf dem ECVIM-CA-Kongress in 
Liverpool am 12.09.2013 mit dem Titel „Prevalence of Leptospira urinary shedding in 
healthy dogs from Southern Germany“ und am 31.01.2014 auf der Tagung der 
Fachgruppe Innere Medizin und Klinische Labordiagnostik in Gießen im Vortrag mit 
dem Titel „Ausscheidung von Leptospiren im Urin von gesunden Hunden aus 
Süddeutschland“ vorgestellt. 
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I. EINLEITUNG 
Leptospirose ist eine weltweit vorkommende Zoonose, die durch Bakterien der 
Ordnung Spirochaetales hervorgerufen wird (LEVETT, 2001, 2015). Die 
Krankheit wurde beim Hund erstmals 1852 von HOFER beschrieben und als 
Hundetyphus bezeichnet (HOFER, 1852). Beim Menschen wurden 1886 das erste 
Mal klinische Symptome der Leptospirose beschrieben (WEIL, 1886) und zwei 
Jahre später als „Weil´sche Erkrankung“ bezeichnet (FIEDLER, 1888). Derzeit 
sind über 250 verschiedene pathogene Leptospira (L.)-Serovare bekannt 
(LEVETT, 2001). Zehn Serovaren kommt eine besondere Bedeutung beim Hund 
zu. Zu diesen Serovaren zählen L. Australis, L. Autumnalis, L. Bratislava, L. 
Canicola, L. Grippotyphosa, L. Hardjo, L. Icterohaemorrhagiae, L. Pomona, L. 
Saxkoebing und L. Sejroe (BRENNER et al., 1999). Aufgrund weltweit 
steigender Fallzahlen innerhalb des letzten Jahrzehntes zählt die Leptospirose zu 
den “re-emerging diseases“ beim Menschen (MESLIN, 1997; LEVETT, 2001; 
BHARTI et al., 2003) und bei Hunden (RENTKO et al., 1992; WARD et al., 
2002; ALTON et al., 2009). Auch in Europa nimmt die Zahl der an Leptospirose 
erkrankten Hunde zu (MAJOR et al., 2014). Eine Studie aus Irland ergab eine 
Leptospirurie bei 7,1 % der untersuchten Hunde (ROJAS et al., 2010). Dies deckt 
sich mit den Ergebnissen einer Studie aus den Vereinigten Staaten von Amerika 
(USA), in der bei 8,2 % der Hunde Leptospiren im Urin nachgewiesen wurden 
(HARKIN et al., 2003). Bisher ist nicht bekannt, wie hoch die 
Ausscheidungsprävalenz bei Hunden in Deutschland ist.  
Ziele dieser Arbeit waren, die Prävalenz der Leptospirurie bei gesunden Hunden 
aus Oberbayern zu ermitteln und somit das Risiko einer Ansteckung für Mensch 
und Tier zu bewerten. Hierfür wurde der Urin von 200 Hunden mittels einer für 
das Lipoprotein-L32-Gen (lipL32-Gen) spezifischen Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (real-time polymerase chain reaction, qPCR) untersucht. 
Nachfolgend wurde die Genospezies der ausgeschiedenen Leptospiren mittels 
Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) ermittelt. Zusätzlich wurde die 
Antikörperprävalenz mit Hilfe eines Mikroagglutinationstest (MAT) bestimmt, 
um die Ergebnisse der qPCR mit den Ergebnissen des MAT zu vergleichen.
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II. LITERATURÜBERSICHT 
1. Epidemiologie der Leptospirose 
Die Leptospirose ist eine der weltweit am häufigsten vorkommenden Zoonosen 
(SMYTHE, 1999). Infektionen bei Menschen und Tieren erfolgen meist durch 
direkten oder indirekten Kontakt mit dem Urin eines infizierten Tieres (LEVETT, 
2001).  
1.1. Geographische Verbreitung  
Leptospirose ist in Ländern mit subtropischem und tropischem Klima häufiger als 
in Ländern mit gemäßigtem Klima (EVERARD und EVERARD, 1993; 
RATNAM, 1994). Leptospiren überleben in der Umwelt am besten in feuchter 
Umgebung bei Temperaturen von 0 bis 25 °C (GREENE et al., 2012). Es scheint 
eine Korrelation zwischen dem Wassergehalt des Bodens und der Infektionsrate 
von Mäusen zu geben (TWIGG et al., 1969). So treten Leptospireninfektionen in 
Ländern mit gemäßigtem Klima, im Sommer und Herbst saisonal gehäuft auf 
(LEVETT, 2001). Die Serovarverteilung unterscheidet sich von Region zu Region 
und hängt unter anderem mit der geographischen Verbreitung der Haupt- und 
Nebenwirte zusammen (SCHWARZ, 1960; TWIGG et al., 1969). In Europa sind 
Hunde am häufigsten den L.-interrogans-Serovaren Australis, Canicola, und 
Icterohaemorrhagiae, dem L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa und den L.-
borgpetersenii-Serovaren Saxkoebing und Sejroe ausgesetzt (ELLIS, 2010). 
Speziell in Deutschland kommen, basierend auf MAT-Ergebnissen beim Hund, 
die L.-interrogans-Serovare Australis, Bratislava, Canicola, Icterohaemorrhagiae 
und Pomona, das L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa und die L.-borgpetersenii-
Serovare Sejroe und Saxkoebing am häufigsten vor (GEISEN et al., 2007; 
GERLACH und STEPHAN, 2007; KOHN et al., 2010; MAYER-SCHOLL et al., 
2013). In den USA treten die L.-interrogans-Serovare Autumnalis, Bratislava und 
Pomona sowie das L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa besonders oft auf (ADIN 
und COWGILL, 2000; PRESCOTT et al., 2002; WARD et al., 2004; 
GOLDSTEIN et al., 2006). In Asien sind das L.-interrogans-Serovare Lai, das L.-
kirschneri-Serovar Cynopteri und das L.-borgpetersenii-Serovar Sejroe 
vorherrschend (LEVETT, 2001; ODONTSETSEG et al., 2005; JUNG et al., 
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2008). 
1.2. Wirtsspektrum und Reservoire 
Leptospireninfektionen konnten bei Säugetieren, auch bei marinen Arten, Vögeln, 
Reptilien und Amphibien nachgewiesen werden (HOAG et al., 1953; DIESCH et 
al., 1966; VAN DER HOEDEN, 1966; LEVETT, 2001; COLAGROSS-
SCHOUTEN et al., 2002; COLEGROVE et al., 2005). Entscheidend für die 
Verbreitung der Leptospiren in der Umwelt sind Säugetiere. Diese werden in 
Haupt- oder Reservoirwirte und in Nebenwirte unterteilt (LEVETT, 2001). Bei 
Reservoirwirten sind die Nierentubuli chronisch infiziert, was zu einer 
anhaltenden Ausscheidung von Leptospiren über den Urin führt (BABUDIERI, 
1958). In der Regel zeigen diese Tiere keine Krankheitssymptomatik (BOLIN und 
ALT, 2001; LEVETT, 2001). Im Gegensatz dazu zeigen Nebenwirte oft akute 
oder subakute Krankheitsverläufe und meistens eine nur kurze 
Ausscheidungsdauer (RENTKO et al., 1992; BOLIN, 1996). Jedoch werden auch 
bei Nebenwirten subklinische Infektionen beschrieben (SONGER und 
THIERMANN, 1988). Kleine Säugetiere, wie wildlebende Nagetiere, spielen die 
wichtigste Rolle als Reservoirwirte für Leptospiren (PLANK und DEAN, 2000; 
ADLER et al., 2002). Leptospiren zeigen eine Reservoirwirtsbindung (Tabelle 1), 
die jedoch weltweit variiert (BOLIN, 1996; STEGER-LIEB et al., 1999). 
Die Wanderratte (Rattus norvegicus) wird für die Einschleppung des L.-
interrogans-Serovars Copenhageni von Asien nach Westeuropa im 18. 
Jahrhundert verantwortlich gemacht (ALSTON und BROOM, 1958). Je nach 
Jahreszeit beträgt der Anteil infizierter Wanderratten weltweit zwischen 10,0 und 
90,0 % (DEDIE et al., 1993; VINETZ et al., 1996; SUNBUL et al., 2001). Ratten 
(Rattus spp.) spielen als Ansteckungsquelle die größte Rolle, da neben dem 
Serovar Copenhageni eine Vielzahl an Leptospirenserovaren diese Nagetiere als 
Reservoirwirt nutzen (PLANK und DEAN, 2000; LEVETT, 2001). Eine deutsche 
Studie ergab eine Prävalenz an Antikörpern (AK) von 92,0 % bei 26 untersuchten 
Igeln (Erinaceus europeaus) (HORSCH et al., 1970). Igel in menschlicher Obhut 
könnten daher ein Infektionspotenzial für deren Pfleger darstellen. Für eine urbane 
Verbreitung sorgen unter anderem Wildschweine (Sus scrofa) und Füchse (Vulpes 
vulpes) (TWIGG et al., 1969). Die Prävalenz von AK bei Wildschweinen in 
Deutschland liegt bei 24,0 % (SCHÖNBERG et al., 1999). Bei Füchsen beträgt 
sie 2,0 % (MULLER und WINKLER, 1994; JANSEN et al., 2007). 
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Tabelle 1: Leptospirenserovare und ihre Reservoirwirte (modifiziert nach GREENE et al., 
2006; GERLACH und STEPHAN, 2007) 
Serovar Hauptwirt 




Pomona Rind, Schwein, Skunk, Opossum 
Autumnalis Maus 
Bataviae Hund, Ratte, Maus 





Saxkoebing Gelbhalsmaus, Rötelmaus 
Sejroe Hausmaus, Ährenmaus, Schwein 
 
Hunde sind Reservoirwirte für die L.-interrogans-Serovare Canicola und Bataviae 
(GREENE et al., 2006). Bis zur Einführung einer bivalenten Impfung im Jahr 
1961 waren die Serovare Canicola und Icterohaemorrhagiae am häufigsten für 
Infektionen beim Hund verantwortlich (ELLIS, 2010). Derzeit existieren in 
Europa neben den L.-interrogans-Serovaren Canicola und Bataviae vor allem die 
L.-interrogans-Serovare Bratislava und Pomona sowie das L.-kirschneri-Serovar 
Grippotyphosa und das L.-borgpetersenii-Serovar Saxkoebing (ELLIS, 2010). 
AK-Prävalenz-Studien zeigen, dass sich auch Katzen mit Leptospiren infizieren 
können. So konnten AK gegen Leptospiren bei 10,0 % der Katzen in Schottland, 
bei 20,0 % der Katzen in Deutschland und bei 33,3 % der Katzen in Griechenland 
nachgewiesen werden (BATZA und WEISS, 1987; AGUNLOYE und NASH, 
1996; MYLONAKIS et al., 2005). Dabei sind die am häufigsten bei der Katze 
vorkommenden L.-interrogans-Serovare Australis, Autumnalis, Canicola und 
Hardjo sowie das L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa und das L.-borgpetersenii-
Serovar Sejroe (DICKESON und LOVE, 1993; AGUNLOYE und NASH, 1996; 
LUCIANI, 2004; MYLONAKIS et al., 2005). 
Rinder und Schafe beherbergen hauptsächlich das L.-interrogans-Serovar Hardjo 
(GERRITSEN et al., 1994; BOLIN und ALT, 2001). Beim Schwein haben die L.-
interrogans-Serovare Pomona und Bratislava weltweit die größte Bedeutung 
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(VICENTE et al., 2002; JANSEN et al., 2007). Bei Pferden werden am häufigsten 
das L.-interrogans-Serovar Bratislava und das L.-kirschneri-Serovar 
Grippotyphosa nachgewiesen (CERRI et al., 2003; CURLING, 2011). 
Erkrankungen durch Leptospiren sind bei Vögeln nicht bekannt. Vögel können 
jedoch auch AK gegen Leptospiren aufweisen (VAN DER HOEDEN, 1966). So 
wurden in einer Studie AK gegen Leptospiren bei 1,5 % der untersuchten 
Zoovögel in Deutschland gefunden (KADLEC et al., 1983). Wasservögel können 
den Erreger wochenlang ausscheiden und so zu einer Kontamination von 
Badeseen führen (DEDIE et al., 1993) und damit eine potenzielle Gefahr für den 
Menschen darstellen. 
Der Mensch kann sich mit vielen verschiedenen Serovaren infizieren; er gilt dabei 
immer als Zufallswirt (LEVETT, 2001). Am häufigsten werden die L.-
interrogans-Serovare Canicola und Icterohaemorrhagiae sowie das L.-kirschneri-
Serovar Grippotyphosa nachgewiesen (JANSEN et al., 2005; GAUDIE et al., 
2008; EHSANOLLAH und GHOLAM, 2011; DUPOUEY et al., 2014), aber auch 
Ballum (ESTEVES et al., 2014), Hardjo (MCLEAN et al., 2014), Hebdomadis 
(MILNER et al., 1980) und Pyrogenes (PATIL et al., 2014). 
1.3. Übertragung von Leptospiren 
Leptospiren werden insbesondere über den Urin infizierter Tiere ausgeschieden 
(LANGSTON und HEUTER, 2003), aber auch über Speichel, Milch, 
Fruchtwasser, Nachgeburt und Sperma übertragen (ELLIS und MICHNA, 1976; 
BOLIN und KOELLNER, 1988; DURA, 1993). Eine Infektion kann direkt oder 
indirekt erfolgen. Die direkte Übertragung findet über den Deckakt (venerisch), 
Bisse, transplazentar oder durch Aufnahme von infiziertem Gewebe statt 
(TURNER, 1967; LEVETT, 2001). Die indirekte Ansteckung findet über den 
Kontakt mit durch Urin kontaminiertem Wasser, Erde, Nahrung oder Einstreu 
statt (TURNER, 1967). Die Eintrittspforten sind hierbei meist Hautwunden oder 
auch intakte Schleimhäute (TURNER, 1967; LEVETT, 2001).  
Bei Menschen sind die Berufsgruppen Landwirt, Tierarzt und Fleischbeschauer 
einem besonderen Infektionsrisiko ausgesetzt (LEVETT, 2001). Sie infizieren 
sich meist durch direkten Kontakt mit infizierten Tieren (BLACKMORE et al., 
1979; KINGSCOTE, 1986; CHAN et al., 1987; CAMPAGNOLO et al., 2000). 
Auch Minenarbeiter, Reisfeldarbeiter und Wassersportler können sich anstecken, 
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wobei dieses vor allem durch indirekten Kontakt geschieht (INADA et al., 1916; 
PADRE et al., 1988; MUMFORD, 1989). Infektionen beim Menschen durch 
Hunde wurden bei insgesamt 30 Fällen in den USA dokumentiert (HAUNZ und 
CARDY, 1952; BARKIN und GLOSSER, 1973; FEIGIN et al., 1973; FRASER 
et al., 1973). 
1.4. Prävalenz der humanen Leptospirose 
Weltweit erkranken jährlich etwa 853.000 Menschen an Leptospirose; 48.000 von 
ihnen sterben an dieser Infektion (BANDARA et al., 2014). Global betrachtet ist 
die Inzidenz auf den Seychellen am höchsten (432,1 Erkrankungen/1 Million 
Einwohner) (PAPPAS et al., 2008). Humane Leptospirosefälle sind in ganz 
Europa beschrieben (PAPPAS et al., 2008). Portugal, Dänemark und Frankreich 
sind die Länder mit den höchsten Inzidenzen in Europa (6,8 Erkrankungen/1 
Million Einwohner, 6,0 Erkrankungen/1 Million Einwohner beziehungsweise 
(bzw.) 3,9 Erkrankungen/1 Million Einwohner im Jahr 2008) (JANSEN et al., 
2005; PAPPAS et al., 2008). 
Die humane Leptospirose war in der Deutschen Demokratischen Republik (DDR) 
seit 1958 und in der Bundesrepublik Deutschland (BRD) seit 1962 meldepflichtig. 
Nach der Wiedervereinigung wurden 1990 schließlich beide Meldestellen 
kombiniert; sie obliegen nun dem Robert Koch-Institut (RKI) (JANSEN et al., 
2005). In den Jahren 1962 bis 2003 wurden durchschnittlich 59 humane 
Leptospirosefälle in Deutschland gemeldet (JANSEN et al., 2005). In den Jahren 
1991 und 1997 wurden mit 25 die wenigsten und 2007 und 2014 mit 165 und 160 
die meisten Fälle gemeldet (JANSEN et al., 2005; ROBERT KOCH-INSTITUT, 
2008; ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015). Wie der Abbildung 1 zu entnehmen 
ist, schwankt die Anzahl der jährlich in Deutschland durchschnittlich gemeldeten 
Fälle. Die Inzidenz in Deutschland liegt derzeit bei 0,2 Erkrankungen/100.000 
Einwohner (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015). 
 
 


















































Abbildung 1: Anzahl der gemeldeten, humanen Leptospirosefälle in Deutschland, im 
Zeitraum von 2001 bis 2014 (erstellt nach ROBERT KOCH-INSTITUT, 2002 bis 2015) 
 
Zu Leptospirose-Ausbrüchen kam es in Deutschland bereits zweimal bei 
Erdbeerpflückern. Dabei erkrankten im Jahr 2007 33 Menschen und im Jahr 2014 
45 Menschen. Bei beiden Ausbrüchen wurde von einer Infektion über den Urin 
von infizierten Mäusen ausgegangen, da sowohl bei den erkrankten Menschen als 
auch bei den vor Ort gefangenen Feldmäusen (Microtus arvalis) das L.-
kirschneri-Serovar Grippotyphosa nachgewiesen wurde (ROBERT KOCH-
INSTITUT, 2008; DESAI et al., 2009; ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015). In 
den Jahren 2001 bis 2014 wurden in Deutschland insgesamt elf Todesfälle im 
Zusammenhang mit Leptospirose gemeldet (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2001 
bis 2015). 
2. Diagnose der Leptospirose 
Zur Diagnose der Leptospirose eignen sich direkte und indirekte 
Nachweisverfahren. Die aussagekräftigsten Ergebnisse werden mittels einer 
Kombination mehrerer Verfahren wie Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und dem 
MAT erzielt (THIERMANN, 1984; WAGENAAR et al., 2000). Leptospiren 
können anhand ihrer Oberflächenmerkmale serologisch klassifiziert werden 
(CERQUEIRA und PICARDEAU, 2009); die Einteilung erfolgt dabei in Serovare 
und Serogruppen (LEVETT, 2001). Serogruppen umfassen antigenetisch 
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verwandte Serovariäteten (LEVETT, 2001). Eine neuere Klassifizierung erfolgt 
anhand genetischer Merkmale. Dabei werden die Leptospiren in bisher 21 
verschiedene Genospezies unterteilt (LEVETT, 2015). Auffällig dabei ist, dass es 
keine Korrelation zwischen Serogruppen und Genospezies gibt (LIM, 2011). 
2.1. Canine Leptospirose 
Die wichtigsten Nachweisverfahren der caninen Leptospirose sind der MAT und 
die PCR (GOLDSTEIN et al., 2006; OIE, 2014). Der MAT gilt immer noch als 
diagnostischer Goldstandard (LANGSTON und HEUTER, 2003). 
2.1.1. Direkter Erregernachweis 
Der direkte Erregernachweis ist mittels Mikroskopie, Immunfluoreszenztest, 
kultureller Isolierung, PCR oder MLST möglich (LANGSTON und HEUTER, 
2003; LEVETT, 2001). Auf Grund der langen Dauer eines kulturellen Nachweises 
und der niedrigen Sensitivität eines mikroskopischen Nachweises wird heutzutage 
vor allem die PCR zur Diagnostik der Leptospirose verwendet. Direkte 
Nachweismethoden gelten nur im positiven Fall als beweisend. Ein negatives 
Ergebnis schließt eine Infektion nicht aus (LEVETT, 2001). 
2.1.1.1. Kultureller Nachweis 
Die Anzucht von Leptospiren aus klinischem Probenmaterial erfordert selektive 
Spezialmedien, ist zeitintensiv und gelingt meist nur, wenn das Material frisch ist 
(THIERMANN, 1984; LANGSTON und HEUTER, 2003). Blutproben sollten 
während der Phase der Leptospirämie, in der ersten Woche nach Infektion, 
genommen werden (MCCRUMB et al., 1957). Eine Anzucht aus Urinproben 
kann erst ab der zweiten Woche nach Ansteckung erfolgen. Die Dauer der 
Ausscheidung der Leptospiren über den Urin variiert individuell und kann bis zu 
mehrere Wochen betragen (BAL et al., 1994). Da Leptospiren nicht lange in 
saurem Urin überleben können, sollte der Urin schnellstmöglich zentrifugiert und 
der Niederschlag, das sogenannte Pellet, mit phosphatgepufferter Salzlösung 
(PBS) versetzt werden, um den pH-Wert anzuheben (FAINE, 1982; LEVETT, 
2001). Falsch-negative Ergebnisse können sich durch zuvor verabreichte 
Antibiotika ergeben (TURNER, 1970).  
Als Medium eignen sich flüssige oder halbfeste Spezialmedien, denen entweder 
bovines Serumalbumin (BSA) und Polysorbat 80 (Tween® 80) oder eine 
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Kombination aus Polysorbat 80 und 40 (Tween® 80 und 40) zugegeben werden 
(ELLIS, 1986). Beides ist in dem von ELLINGHAUSEN und MCCULLOUGH 
(1965) entwickelten und von JOHNSON und HARRIS (1967) modifizierten 
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris-Medium (EMJH) enthalten 
(ELLINGHAUSEN und MCCULLOUGH, 1965; JOHNSON und HARRIS, 
1967). Wegen des extrem langsamen Wachstums der Leptospiren sind Kulturen 
sehr anfällig für bakterielle Kontaminationen, die die Leptospiren meist 
überwuchern (TURNER, 1970). Eine Reduktion dieser potenziellen bakteriellen 
Kontamination kann durch das Umsetzen von Teilkulturen in mit Antibiotika 
versetzte Zellkulturmedien, durch Subkultivierungen oder das Erstellen von 
geometrischen Verdünnungsreihen der jeweiligen Kultur gelingen (TURNER, 
1970; FAINE, 1982). Antibiotika, die Selektivmedien zugesetzt werden, sind 
beispielsweise 5-Fluoruracil (JOHNSON und ROGERS, 1964) oder eine 
Mischung aus Rifamycin, Polymyxin, Neomycin, 5-Fluoruracil, Bacitracin und 
Actidion (ADLER et al., 1986). Die Kultivierung erfolgt bei 28 – 30 °C 
(TURNER, 1970). Die Inkubationszeit beträgt mindestens 16 Wochen. Bevor eine 
Probe als sicher negativ bewertet werden kann, sollte 26 Wochen gewartet werden 
(ELLIS, 1986). Die Kulturen werden über diesen Zeitraum wöchentlich mittels 
Dunkelfeldmikroskopie auf das Vorhandensein von Leptospiren überprüft 
(TURNER, 1970). Isolierte Leptospiren werden schließlich gegebenenfalls mittels 
antigenetischer oder molekulartechnischer Verfahren genauer identifiziert 
(FAINE, 1982; LEVETT, 2001). Die Sensitivität der Kultur ist abhängig vom 
Krankheitsverlauf und dem verwendeten Probenmaterial und liegt je nach Studie 
bei 5,0 – 50,0 %. Die Spezifität beträgt 100 % (LEVETT, 2001). 
2.1.1.2. Mikroskopischer Nachweis 
Die Dunkelfeldmikroskopie aus Körperflüssigkeiten wie Blut, Urin, Liquor sowie 
Peritonealflüssigkeit ist im Hinblick auf die Diagnose einer Leptospirose wenig 
sensitiv und wenig spezifisch (LEVETT, 2001). Um eine Leptospire pro 
Hauptgesichtsfeld (high power field, hpf) sehen zu können, ist eine Mindestmenge 
von 1 x 104 bis 2 x 104 Leptospiren pro Milliliter (ml) nötig (TURNER, 1970). 
Die mikroskopische Untersuchung von Blutproben ist nur während der ersten 
Tage einer akuten Infektion erfolgsversprechend (LEVETT, 2001). Die 
Interpretation der Präparate ist oft schwierig, da die Bakterien mit Fibrin oder 
Proteinfäden, die eine brownsche Molekularbewegung zeigen, verwechselt 
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werden können (TURNER, 1970). So kann es zu falsch-positiven Ergebnissen 
kommen (TURNER, 1970). Auch die Sensitivität der Methode ist niedrig. Sie 
kann durch Färbemethoden gesteigert werden. Dazu zählt zum Beispiel (z. B.) die 
Immunfluoreszenz (HENRY et al., 1971; HODGES und EKDAHL, 1973; ELLIS 
et al., 1982; BOLIN et al., 1989). Bei dieser Methode werden Antiseren gegen 
definierte L.-Serovare, die mit Fluoreszenz-Farbstoffen konjugiert sind, versetzt 
und unter einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet (HODGES und EKDAHL, 
1973; BOLIN et al., 1989). Diese Nachweismethode ist serovarspezifisch 
(HODGES und EKDAHL, 1973). Weitere Methoden zur Färbung sind 
Immunperoxidasefärbung (TRIPATHY und HANSON, 1974; TERPSTRA et al., 
1983), Silberfärbung (MURRAY und FIELDING, 1936) und Immunhistochemie 
(UIP et al., 1992; ZAKI und SHIEH, 1996; HAAKE et al., 2000; WILD et al., 
2002). 
2.1.1.3. Polymerase-Kettenreaktion 
Die PCR ist eine Methode um spezifische Desoxyribonukleinsäure (DNA)-
Fragmente millionenfach zu amplifizieren. Kleinste Mengen genetischen 
Materials reichen somit aus, um eine für herkömmliche Messmethoden 
bestimmbare Menge zu synthetisieren (SAIKI et al., 1985). In einem zweiten 
Schritt werden die Amplifikate mittels Hybridisierung mit Gensonden oder 
Agarosegelelektrophorese visualisiert (GARIBYAN und AVASHIA, 2013). Im 
Jahr 1992 wurde die qPCR von HIGUCHI und Mitarbeitern etabliert. Mit einer 
qPCR kann die gewonnene DNA schon während der Amplifikation quantifiziert 
werden (HIGUCHI et al., 1992). Für die qPCR werden Fluoreszenzfarbstoffe, wie 
Ethidiumbromid (HIGUCHI et al., 1992) oder SYBR® Green I, verwendet 
(LEVETT et al., 2005). Eine andere Variante ist das Prinzip des Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfers (FRET), wie sie bei TaqMan®-Sonden Anwendung 
findet. Diese Sonden sind an einem Ende mit einem Quencher (Akzeptor) und am 
anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (Donor), wie 6-Carboxy-
Tetramethylrhodamin (TAMRA) bzw. 6-Carboxy-Fluorescein (FAM), markiert 
(LEUTENEGGER, 2001). Durch die räumliche Nähe zwischen Quencher und 
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff wird die Fluoreszenz unterdrückt. Wenn die Taq-
Polymerase die Sonde während der Synthese des Gegenstranges abbaut, entfernen 
sich dadurch der Quencher und die fluorogene Sonde voneinander, wodurch eine 
steigende Fluoreszenz gemessen werden kann (LEUTENEGGER, 2001). Je mehr 
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Amplifikate entstehen, umso stärker wird das Signal der Fluoreszenz 
(LEUTENEGGER, 2001). 
Zum Nachweis von Leptospiren bei Mensch und Tier wurden in der 
Vergangenheit viele verschiedene PCR-Assays beschrieben (VAN EYS et al., 
1989; WAGENAAR et al., 1994; BROWN et al., 1995). Es gibt PCR-Protokolle, 
die auf der Detektion von Zielsequenzen für die 16S-ribosomale Ribonukleinsäure 
(-rRNA), ein in Bakterien universell vorkommendes Gen (MERIEN et al., 1992), 
oder die 23S-rRNA (WOO et al., 1997) beruhen. Andere PCR-Verfahren nutzen 
repetitive Elemente oder Endoflagellin-Gene als Zielbereiche (WOODWARD und 
REDSTONE, 1993; SAVIO et al., 1994). Mit diesen Verfahren werden sowohl 
pathogene als auch apathogene Leptospiren nachgewiesen. Gerade für die 
klinische Diagnostik wurde daher nach Genen gesucht, die spezifisch für 
pathogene Leptospiren sind. PCR-Protokolle, die das lipL32-Gen (LEVETT et al., 
2005) oder immunoglobulin-like proteins A oder B (ligA oder ligB) 
(PALANIAPPAN et al., 2005) nachweisen, sind spezifisch für pathogene 
Leptospira spp.  
Es gibt bisher keine allgemein gültige Übereinkunft, welche Gene oder Primer für 
die Leptospirendiagnostik beim Tier verwendet werden sollten. Am häufigsten 
werden Protokolle die spezifisch für das lipL32-Gen sind verwendet (OIE, 2014). 
QPCR-Protokolle sind schneller und weniger empfindlich gegenüber 
Kontaminationen, verglichen mit konventionellen PCR-Protokollen 
(PICARDEAU, 2013). Bisher wurden drei qPCR-Protokolle zur 
Leptospirendiagnostik validiert (SLACK et al., 2007; AHMED et al., 2009; 
THAIPADUNGPANIT et al., 2011).  
Als Untersuchungsmaterial für die PCR eignet sich Urin, Sperma (MASRI et al., 
1997), Vollblut, Liquor (BROWN et al., 1995), Serum (GRAVEKAMP et al., 
1993) und Organmaterial, insbesondere Material von der Niere (SAVIO et al., 
1994). Urin stellt ein sehr gutes Probenmaterial dar, da es in großen Mengen 
gewonnen werden kann (BAL et al., 1994). Außerdem lassen sich schon während 
der ersten sieben Tage der Infektion Leptospiren im Urin nachweisen (BAL et al., 
1994). Für Blut wurde eine Nachweisgrenze von 10 – 100 Leptospiren/ml 
angegeben (AHMED et al., 2009; STODDARD et al., 2009) und für Urin 5 – 
172,6 Leptospiren/ml (GERRITSEN et al., 1991; MERIEN et al., 1992; ROJAS 
et al., 2010). Die Spezifität der PCR variiert zwischen den Protokollen und je 
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nach verwendeten Untersuchungsmaterialien und liegt zwischen 93,0 % und 
100 % (AHMED et al., 2009; STODDARD et al., 2009). Zu beachten ist, dass die 
Anwesenheit von Inhibitoren in klinischen Proben zu falsch-negativen 
Ergebnissen führen kann (Tabelle 2). Eine Beeinflussung durch Inhibitoren ist vor 
allem in Proben, die durch Kot oder Autolyseprodukte verunreinigt wurden, 
möglich (OIE, 2014).  
Tabelle 2: Inhibitoren der Polymerase-Kettenreaktion in klinischem Probenmaterial 
Probenmaterial Inhibitoren Autoren 




AKANE et al., 1994 
Immunglobulin G SHUTLER et al., 1999 
Gewebe Kollagen KIM et al., 2001 
Kot Gallensalze LANTZ et al., 1997 
komplexe Polysaccharide MONTEIRO et al., 1997 
Urin Harnstoff KHAN et al., 1991 
 
2.1.1.4. Multilocus-Sequenztypisierung 
Die MLST wurde erstmals 1998 zur Untersuchung des Meningokokken-
Meningitis Erregers (Neisseria meningitidis) beschrieben (MAIDEN et al., 1998). 
Das Verfahren dient der Analyse bakterieller Populationsstrukturen. 
Üblicherweise werden sechs bis acht interne Fragmente (450 – 500 Basenpaare, 
bp) sogenannter Haushaltsgene („housekeeping genes“) sequenziert, die für den 
Organismus essentiell und selektionsneutral sind (ENRIGHT und SPRATT, 
1999). Bei den untersuchten Loci handelt es sich um hoch konservierte Regionen 
von Haushaltsgenen, die eine gewisse Variabilität aufweisen (ENRIGHT und 
SPRATT, 1999). Anhand der Sequenzvariationen können verschiedene Isolate der 
gleichen Spezies unterschieden und verschiedenen Sequenztypen zugeordnet 
werden (ENRIGHT und SPRATT, 1999). Die Sequenzen können anschließend 
genutzt werden, um phylogenetische Stammbäume zu entwickeln oder 
populationsgenetische Analysen zu vollziehen (AHMED et al., 2006). Diese 
MLST-Technik beinhaltet eine PCR-Amplifikation und anschließende DNA-
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Sequenzierung (MAIDEN et al., 1998; AHMED et al., 2006) und dient der 
Einteilung der Leptospiren in Genospezies (Tabelle 3). Die einzelnen Genospezies 
können anhand ihrer Pathogenität in pathogen, apathogen und intermediär 
pathogen unterteilt werden (CERQUEIRA et al., 2010). Bei den intermediär 
pathogenen Genospezies ist die Pathogenität unklar. So wurden z. B. die 
Genospezies L. inadai und L. licerasiae von an Leptospirose erkrankten 
Menschen isoliert, eine Übertragung auf Hamster führte allerdings zu keinerlei 
Symptomen (SCHMID et al., 1986, MATTHIAS et al., 2008). Eine weitere 
Unterteilung in Serogruppen oder Serovare ist mittels MLST nicht möglich 
(AHMED et al., 2006). 
Tabelle 3: Genospezies und ihre Pathogenität innerhalb der Familie Leptospiraceae (nach 
LEVETT, 2015)  
L. = Leptospira 
Genospezies Pathogenität 
L. alexanderi pathogen 
L. alstonii pathogen 
L. biflexa apathogen 
L. borgpetersenii pathogen 
L. broomii unklar (intermediär pathogen) 
L. fainei unklar (intermediär pathogen) 
L. idonii unklar (intermediär pathogen) 
L. inadai unklar (intermediär pathogen) 
L. interrogans pathogen 
L. kirschneri pathogen 
L. kmetyi pathogen 
L. licerasiae unklar (intermediär pathogen) 
L. meyeri apathogen 
L. noguchii pathogen 
L. santarosai pathogen 
L. terpstrae apathogen 
L. vanthielii apathogen 
L. weilii pathogen 
L. wolbachii apathogen 
L. wolffii unklar (intermediär pathogen) 
L. yanagawae apathogen 
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Für die Genotypisierung von Leptospira spp. sind unterschiedliche MLST-
Schemata verfügbar, die anhand der Analyse verschiedener Haushaltsgene eine 
Differenzierung von pathogenen Genospezies erlauben (AHMED et al., 2006; 
THAIPADUNGPANIT et al., 2007; BOONSILP et al., 2013). Tabelle 4 zeigt die 
vorhandenen MLST-Schemata mit den verwendeten Haushaltsgenen und den 
damit nachweisbaren Genospezies. 
Tabelle 4: Multilocus Sequenztypisierungs-Schemata zur Differenzierung pathogener 
Leptospira-Genospezies 
6L = 6-Lokus-Schema; 7L = 7-Lokus-Schema; L. = Leptospira; modifiziertes 7L= 
Haushaltsgen fadD ersetzt durch caiB 
MLST-
Schema 
Genospezies Haushaltsgene Autoren 
6L alle pathogenen 
Genospezies 
adk, icdA, rrs2, 
secY, lipL42, 
lipL32 
AHMED et al., 2006 




mreA, tpiA, fadD 
THAIPADUNGPANIT 












mreA, tpiA, caiB 
BOONSILP et al., 
2013 
 
Nur mit dem 7-Lokus-Schema (7L) ist eine Zuordnung zu Sequenztypen möglich 
(AHMED et al., 2015). Ein Vergleich der Genauigkeit bei der Identifizierung von 
Genospezies zwischen dem 7L-Schema und dem 6L-Schema, zeigt 
übereinstimmende Ergebnisse der beiden Schemata (AHMED et al., 2011). Sie 
sind somit gleichermaßen zur Identifizierung von L.-Genospezies geeignet 
(AHMED et al., 2011). 
2.1.2. Indirekter Erregernachweis 
Der indirekte Erregernachweis ist mittels MAT, Objektträgeragglutinations-
Schnelltest, Komplementsbindungsreaktion (KBR) und Enzyme-Linked 
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Immunosorbent Assay (ELISA) möglich. Mit der Einführung des ELISA in der 
Leptospirendiagnostik wurde die KBR ersetzt (LEVETT, 2001).  
2.1.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Der ELISA ist ein sehr sensitiver und spezifischer Test zum Nachweis von AK 
gegen Leptospiren (DEY et al., 2004; DEY et al., 2007). Die AK aus dem zu 
testenden Serum werden mit dem an eine Mikrotiterplatte fixierten Antigen in 
Kontakt gebracht. Nach anschließender Inkubationszeit und mehreren 
Waschvorgängen wird ein zu dem Testserum gehörender Enzym-gebundener anti-
Spezies-AK hinzugefügt (GAN und PATEL, 2013). Die Enzymaktivität wird 
schließlich mittels eines spezifischen, chromogenen Substrats ermittelt. Die 
Intensität der Farbreaktion ist dabei proportional zu der Menge der AK im Serum 
(GAN und PATEL, 2013). Die Durchführung eines ELISA ist standardisierbar, 
schnell und einfach. Die Auswertung erfolgt photometrisch (GAN und PATEL, 
2013) und ist dadurch objektiver als die Auswertung beim MAT (WHO, 2003).  
Es gibt Immunglobulin-G (IgG)- und Immunglobulin-M (IgM)-spezifische 
ELISA und solche, die beide AK-Gruppen nachweisen (HARTMAN et al., 1984; 
HARTMAN et al., 1986). IgM-AK gegen Leptospiren steigen innerhalb der 
ersten Woche post infectionem (p. i.) an, erreichen ihr Maximum zwei Wochen 
p. i. und sinken danach wieder ab (LANGSTON und HEUTER, 2003). IgG-AK-
Spiegel steigen zwei Wochen p. i. an und erreichen ihr Maximum vier Wochen p. 
i. (LANGSTON und HEUTER, 2003). Nach einer Impfung steigen IgM-AK 
mäßig und IgG-AK deutlich an (HARTMAN et al., 1984). IgG-AK persistieren 
über Monate (HARTMAN et al., 1984). Die Anwendung eines kombinierten 
IgM-/IgG-ELISA ist daher, bei nur einer Serumprobe, besser geeignet um 
zwischen akuter Infektion und länger zurückliegender Impfung zu unterscheiden, 
als der MAT (HARTMAN et al., 1984; CUMBERLAND et al., 1999). Ein IgM-
ELISA kann 24 – 48 Stunden vor dem MAT AK nachweisen; dies entspricht Tag 
8 bis 10 nach der Infektion (HARTMAN et al., 1984; LEVETT, 2001).  
Die Sensitivität von IgG-ELISA zum Nachweis von Leptospira-AK wird mit 
95,9 % und 96,9 % im Vergleich zum MAT angegeben (DEY et al., 2004; DEY 
et al., 2007). Die Spezifität mit 93,8 % und 97,3 % (DEY et al., 2004; DEY et al., 
2007). In Europa ist ein Schnelltest-IgG-ELISA zum semi-quantitativen Nachweis 
der Serovare Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae und Pomona 
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erhältlich (SCHULLER et al., 2015). Diese patientennahen Schnelltests, auch 
Point-of-care-Test genannt, ermöglichen eine Untersuchung beim Patienten. Die 
Bedeutung von Point-of-care-Tests zur Leptospirendiagnostik nimmt zu, da sie 
wenig zeitaufwendig sind (DEY et al., 2007; ABDOEL et al., 2011); sie 
ermöglichen so eine Diagnose innerhalb weniger Minuten (ABDOEL et al., 
2011). Die Sensitivität eines IgM-Schnelltest-ELISA zum Nachweis einer akuten 
Infektion liegt bei 100 % und die Spezifität bei 95,3 % im Vergleich zu einem 
IgM/IgG-ELISA der als Referenzmethode verwendet wurde (ABDOEL et al., 
2011).  
2.1.2.2. Mikroagglutinationstest 
Der MAT wurde von MARTIN und PETTIT entwickelt (MARTIN und PETTIT, 
1918) und wurde später mehrfach modifiziert (SCHÜFFNER und MOCHTAR, 
1926; COLE et al., 1973; WATT et al., 1988a). Die Methode basiert auf der 
Bildung von mikroskopisch sichtbaren Agglutinaten, die durch Reaktionen 
zwischen den Serum-AK und den Antigenen der Leptospiren entstehen. Im MAT 
werden sowohl IgG-AK als auch IgM-AK nachgewiesen (NILOOFA et al., 
2015). Eine Unterscheidung zwischen IgG-AK und IgM-AK ist dabei nicht 
möglich (LEVETT, 2001). Ebenso ist bei diesem Test eine Unterscheidung 
zwischen Impf-AK und solchen, die infolge einer Infektion produziert wurden, 
unmöglich (BOLIN, 1996). 
Bei diesem Nachweisverfahren wird das zu testende Serum mit einer Suspension 
lebender oder abgetöteter Leptospiren vermischt. Die entstehenden Agglutinate 
werden mittels Dunkelfeldmikroskop beurteilt (TURNER, 1968). Der Grad der 
Agglutination wird anhand der Proportion noch frei vorhandener Leptospiren 
ermittelt. Er variiert von 100 % (keine freien Leptospiren zwischen den 
Agglutinaten sichtbar) über unterschiedliche Abstufungen bis zu 0 % 
(ausschließlich freie Leptospiren und keine Agglutinate sichtbar) (TURNER, 
1968).  
Bei dem MAT werden zwei Schritte durchgeführt, zum einen ein Screening auf 
die vorhandenen Serogruppen und zum anderen ein quantitativer Test, um die 
Höhe der Titer zu ermitteln (TURNER, 1968). Jedes Serum, das eine 
Agglutination von mindestens 50,0 % der Leptospiren verursacht, wird als positiv 
beurteilt (TURNER, 1968; LANGSTON und HEUTER, 2003). Im Anschluss 
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folgt die Quantifizierung mit jeweils zweifacher Verdünnung des Serums 
(TURNER, 1968). In der Regel werden folgende Verdünnungen untersucht: 
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200, 1:6.400, 1:12.800, 1:25.600, 
1:51.200, 1:102.400 und 1:240.800. Bei den meisten Laboratorien werden Titer 
≥ 1:100 als positiv angegeben (FAINE, 1982; LEVETT, 2001).  
Der MAT ist serogruppen- und nicht serovarspezifisch, da die AK zwischen den 
einzelnen Serovaren der gleichen Serogruppe stark kreuzreagieren (LEVETT, 
2001). Für den MAT werden entweder Serovare verwendet, die in der Region am 
häufigsten vorkommen, oder repräsentative Serovare aus jeder Serogruppe 
(WHO, 2003). MAT zur Diagnostik bei Hunden enthalten in der Regel fünf bis 
acht Serovare (Tabelle 5) (WHO, 2003; SYKES et al., 2011; SCHULLER et al., 
2015).  
Tabelle 5: Serogruppen mit ihren Serovaren, die in einem Mikroagglutinationstest zur 













Auch die Zuordnung zu einer Serogruppe ist mittels MAT nicht immer eindeutig 
möglich. Studien haben gezeigt, dass die durch den MAT ermittelte Serogruppe in 
weniger als der Hälfte aller Fälle mit der in der Kultur ermittelten Serogruppe 
übereinstimmt (LEVETT, 2003; MILLER et al., 2011). Erklärungen hierfür sind 
das Auftreten von Kreuzreaktionen, paradoxen Reaktionen und die Verwendung 
von verunreinigten Kulturen (MILLER et al., 2011). Kreuzreaktionen entstehen 
sowohl dadurch, dass der MAT IgM- und IgG-AK nachweist als auch dadurch, 
dass unterschiedliche Serovare die gleichen Antigene aufweisen können 
(LEVETT, 2001). Treten höhere Kreuzreaktionstiter gegen Serovare auf, die nicht 
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an der Infektion beteiligt sind, spricht man von „paradoxen Reaktionen“. 
Paradoxe Reaktionen findet man häufiger bei frühen Infektionen und wenn viele 
verschiedene Serovare in der Population vorkommen (LEVETT, 2001; MACIEL 
et al., 2008; SYKES et al., 2011). Der MAT ist in der Regel zehn bis zwölf Tage 
nach dem Auftreten der ersten Krankheitsanzeichen positiv. Ein einmalig 
gemessener AK-Titer lässt jedoch nicht auf das Vorliegen einer Leptospirose 
schließen. Nur ein vierfacher Titeranstieg (zwei Titer-Stufen) innerhalb von ein 
bis zwei Wochen, bei einem nicht kürzlich geimpften Tier, ist beweisend für eine 
akute Infektion (MILLER et al., 2011; FRAUNE et al., 2013). Titer, die durch 
früheren Erreger-Kontakt, chronische Infektionen oder länger zurückliegende 
Impfungen entstanden sind, verändern sich nur langsam oder gar nicht (SYKES et 
al., 2011). 
Der MAT kann nicht standardisiert werden, da lebende Leptospirenkulturen 
benötigt werden und unterschiedliche Faktoren, wie z. B. Alter und Dichte der 
Antigenkulturen, die Agglutination beeinflussen können (BORG-PETERSEN und 
FAGROEUS, 1949; CARBREY, 1960). Regelmäßige Qualitätskontrollen sollten 
durchgeführt werden, um sicher zu gehen, dass die Kulturen der unterschiedlichen 
Serovare nicht vermischt werden (WHO, 2003; CHAPPEL et al., 2004; 
CERQUEIRA et al., 2010). Falsch-negative Ergebnisse können auftreten wenn 
das infizierende Serovar nicht in der Serovar-Auswahl des MAT enthalten ist 
(SYKES et al., 2011). Falsch-positive Ergebnisse entstehen durch das 
Vorhandensein von Agglutinaten anderer Ursachen. Dies ist unter anderem dann 
möglich, wenn sogenannte „Brutnester“ oder Schwebstoffe im Serum vorhanden 
sind, wobei letztere zu einer Adhäsion der Leptospiren führen können (TURNER, 
1968). Dabei werden unter Brutnestern Ansammlungen miteinander verwickelter 
lebender und toter Leptospiren verstanden (LARSON et al., 1959). Außerdem 
kann es zu Spontanagglutinationen bei mit Formalin behandelten Suspensionen 
kommen, was ebenso die Aussagekraft des Ergebnisses beeinflussen kann 
(TURNER, 1968). Vorteile des MAT sind, dass er weit verbreitet und 
kostengünstig ist und viele Daten zu seiner Verwendung existieren; dadurch sind 
Ergebnisse relativ gut miteinander vergleichbar (SYKES et al., 2011).  
Die Sensitivität und die Spezifität sind von der gewählten Toleranzgrenze, auch 
Cut-off genannt, und der gewählten Methode abhängig. Der Cut-off legt fest, ab 
welchem Wert ein Untersuchungsergebnis als positiv oder negativ bewertet 
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werden soll (SHARMA und JAIN, 2014). Bezüglich der Sensitivität des MAT mit 
abgetöteten Leptospiren gibt es widersprüchliche Untersuchungsergebnisse. 
TURNER (1968) beschreibt eine niedrigere Sensitivität und vermutet eine 
Interaktion mit dem zum Abtöten verwendeten Formalin (TURNER, 1968). 
PALMER und Mitarbeiter (1987) konnten bei der Verwendung von abgetöteten 
Leptospiren hingegen eine höhere Sensitivität nachweisen (PALMER et al., 
1987). Dies könnte daran liegen, dass die Agglutinate, die sich durch abgetötete 
Leptospiren bilden, auffälliger und damit im Dunkelfeldmikroskop besser zu 
erkennen sind (TURNER, 1968). Tests mit abgetöteten Leptospiren haben 
zusätzlich den Vorteil, sicherer für das Laborpersonal zu sein (LEVETT, 2001). 
Eine Studie mit 42 Hunden mit Verdacht auf Leptospirose hat die Sensitivität und 
Spezifität eines einmalig gemessenen Titers mit der einer Serokonversion 
(mindestens vierfacher Titeranstieg) verglichen. Die Sensitivität des MAT zum 
Nachweis einer Infektion bei einem einmalig gemessenen Titer ≥ 1:800 lag bei 
50,0 % im Vergleich zu einem vierfachen Titeranstieg. Die Spezifität lag bei 100 
% im Vergleich zu einer Serokonversion (FRAUNE et al., 2013). Die Sensitivität 
eines Titerpaares mit mindestens 4fachem Anstieg lag bei 100 % und die 
Spezifität bei 92,0 % (FRAUNE et al., 2013). Eine andere Untersuchung zeigte 
eine laborabhängige Sensitivität und Spezifität. Die Sensitivität eines einmalig 
gemessenen Titers ≥ 1:800 zur Diagnose einer Leptospirose lag hier je nach 
verwendetem Laboratorium zwischen 22,0 % und 67,0 % im Vergleich zu einem 
4fachen Titeranstieg oder eine positiven Urin-PCR (MILLER et al., 2008). Die 
Spezifität eines einmalig gemessenen Titers ≥ 1:800 lag zwischen 69,0 % und 
100 % (MILLER et al., 2008). 
2.2. Humane Leptospirose 
Eine Diagnosestellung ist bei der humanen Leptospirose oft schwierig, da die 
Krankheitssymptome sehr vielfältig sind (GUERRA, 2009). Die gesicherte 
Diagnose wird mit Hilfe der Kombination aus Anamnese, klinischen Symptomen, 
labordiagnostischen Veränderungen und einem direkten oder indirekten 
Erregernachweis gestellt (LEVETT, 2001; GUERRA, 2009).  
2.2.1. Direkter Erregernachweis 
Ein Nachweis von Leptospiren beim Menschen mittels PCR ist drei bis sieben 
Tage nach dem Auftreten klinischer Symptome aus Vollblut und nach zehn bis 14 
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Tagen aus Urin möglich (LEVETT, 2001). Bisher wurden nur wenige PCR-
Assays zur Leptospirendiagnostik beim Menschen validiert (PICARDEAU et al., 
2014). Die Sensitivität liegt zwischen 43,0 % und 96,4 % und die Spezifität 
zwischen 87,0 % und 99,5 % im Vergleich zu einer positiven Kultur und/oder 
MAT (SLACK et al., 2007; THAIPADUNGPANIT et al., 2011). Darüber hinaus 
ist eine kulturelle Anzucht aus Blut und Urin möglich (LEVETT, 2001). Auf 
Grund des sehr langsamen Wachstums der Leptospiren ist die Kultur allerdings 
nicht für den schnellen Nachweis einer Infektion geeignet (GUERRA, 2009).  
2.2.2. Indirekter Erregernachweis 
In der humanen Leptospirendiagnostik gilt der MAT immer noch als 
Goldstandard (MUSSO und LA SCOLA, 2013). Ein ELISA kann zunächst als 
Screeningtest durchgeführt werden, der jedoch im positiven Falle mittels MAT 
bestätigt werden muss (WHO, 2003). IgM-AK können bereits nach vier bis fünf 
Tagen nach Infektion mittels ELISA nachgewiesen werden und sind damit drei 
Tage früher nachweisbar als IgG-AK (SILVA et al., 1995; BAJANI et al., 2003; 
DOUNGCHAWEE et al., 2008). IgM-ELISA werden vor allem in 
Endemiegebieten als Point-of-Care Test verwendet, da sie eine hohe Sensitivität 
und Spezifität zeigen (BAJANI et al., 2003). Die Sensitivität der IgM-Schnelltest-
ELISA liegt zwischen 86,5 % und 93,2 % im Vergleich zum MAT (BAJANI et 
al., 2003). Die Spezifität liegt zwischen 89,6 % und 98,8 % (BAJANI et al., 
2003). Außerdem können die Ergebnisse innerhalb weniger Minuten abgelesen 
und eine Therapie schnellstmöglich begonnen werden (GOARANT et al., 2013). 
Für die humane Leptospirendiagnostik werden in der Regel 19 bis 20 Serovare für 
einen MAT verwendet (Tabelle 6) (WHO, 2003). AK-Titer > 1:200 in einer 
einzelnen Probe gelten als verdächtig für eine Leptospirose (GUERRA, 2009). In 
Endemiegebieten wird ein höherer Cut-off empfohlen. Hier finden sich auf Grund 
früherer Infektionen häufig niedrige Titer innerhalb der gesamten Population 
(GUERRA, 2009). Ein mindestens vierfacher Titeranstieg zwischen zwei 
Serumproben innerhalb von zwei Wochen gilt als beweisend für eine akute 
Infektion (LEVETT, 2001; GUERRA, 2009).  
Die Sensitivität des MAT zur Diagnose einer Leptospirose, mit einem Cut-off-
Titer > 1:800, liegt in frühen Krankheitsstadien (≤ sieben Tage) bei 30,0 %, in 
späteren Krankheitsstadien (≥ 15 Tage) bei 89,0 % und in der 
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Rekonvaleszenzphase bei 76,0 % (CUMBERLAND et al., 1999). Die Spezifität 
beträgt 95,0 – 100 % (CUMBERLAND et al., 1999; LEVETT und BRANCH, 
2002; PALANIAPPAN et al., 2007).  
Tabelle 6: Serogruppen mit ihren Serovaren, die in einem Mikroagglutinationstest zur 
Leptospirendiagnostik beim Menschen enthalten sein sollten (nach WHO, 2003) 






















Da es sich bei der Leptospirose um eine potenziell tödlich verlaufende 
Infektionskrankheit handelt, sollten geeignete Maßnahmen zur Prophylaxe 
getroffen werden. Die Aufklärung von Risikogruppen, insbesondere Tierhaltern, 
denen die Rolle von Haustieren als Infektionsquelle häufig nicht bewusst ist, ist 
hierbei besonders wichtig (DAMBORG et al., 2015). Studien haben gezeigt, dass 
ein hoher Prozentsatz von Tierhaltern (33,0 – 40,0 %) ihren Haustierarzt als 
wichtigste Quelle für Aufklärung bezüglich Zoonosen angeben (PFUKENYI et 
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al., 2010; SANDHU und SINGH, 2014). Eine Studie aus den USA befasste sich 
mit dem Kenntnisstand von Tierheim-Mitarbeitern im Hinblick auf Zoonosen. 
Diese Studie ergab, dass das geringste Wissen über Ansteckungswege beim 
Menschen und beim Tier sowie bezüglich empfänglicher Arten und klinischer 
Symptome über Leptospirose vorhanden war (STENERODEN et al., 2011). In 
einer anderen Studie aus den USA gaben 80,0 % der Hundehalter an, ihre Tiere 
nicht gegen Leptospirose impfen zu lassen (SANDHU und SINGH, 2014). Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die Aufklärung über das Zoonosepotenzial von 
Leptospirose sehr wichtig ist.  
3.1. Prophylaxe beim Hund 
In der Veterinärmedizin werden inaktivierte Impfstoffe gegen Leptospirose zur 
Prophylaxe eingesetzt (LEVETT, 2001). Die Immunität, die sich gegen 
Leptospiren bildet, ist überwiegend humoral und Serogruppen-spezifisch 
(ADLER und FAINE, 1977). Daher ist es wichtig, dass die eingesetzten 
Impfstoffe die in der Region üblichen Serogruppen enthalten (LEVETT, 2001). 
Weltweit gibt es verschiedene mono-, bi-, tri- und quadrivalente Einzelimpfstoffe, 
sowie eine Vielzahl an Kombinationsvakzinen. In Deutschland sind Leptospirose-
Impfstoffe für Rinder und Hunde zugelassen (PAUL-EHRLICH-INSTITUT, 
2016). Die Tabelle 7 zeigt die für Hunde in Deutschland zugelassenen 
Einzelimpfstoffe gegen Leptospirose. 
Nach den Leitlinien der ständigen Impfkommision Veterinär (StIKo Vet) in 
Deutschland gehört die Leptospiroseimpfung beim Hund zu den sogenannten 
Core-Komponenten. Core-Komponenten sind Krankheiten, gegen die Hunde 
immer geimpft sein sollten. Für einen möglichst umfassenden Impfschutz sollte 
ein quadrivalenter Impfstoff verwendet werden (STIKO VET, 2013). Die 
Grundimmunisierung besteht aus einer zweiphasigen Impfung im Abstand von 
drei bis vier Wochen ab der achten Lebenswoche. Abschließend erfolgt eine 
weitere Impfung nach zwölf Monaten. Anschließend wird eine jährliche, in 
Endemiegebieten sogar halbjährliche, Wiederholungsimpfung empfohlen (STIKO 
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Tabelle 7: In Deutschland für Hunde zugelassene Einzelimpfstoffe gegen Leptospirose 
Impfstoffname Serovar Zulassungsinhaber 
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3.2. Prophylaxe beim Menschen 
Impfungen beim Menschen sind ebenfalls möglich. 1978 wurde in China ein 
bivalenter Impfstoff entwickelt, über dessen Wirksamkeit im Jahr 2003 eine 
Studie veröffentlicht wurde. In einem Gebiet in dem Leptospirose endemisch ist, 
wurden in der Landwirtschaft arbeitende Menschen in zwei Gruppen aufgeteilt. 
Die eine Gruppe erhielt einen bivalenten Impfstoff (Icterohaemorrhagiae und 
Hebdomadis), die Kontrollgruppe wurde nicht geimpft. Eine erfolgreiche Impfung 
bestand bei einem vierfachen Titeranstieg vier Wochen nach der Impfung; ein 
Titer ≥ 1:20 wurde als protektiv gewertet. Eine erfolgreiche Impfung gegen 
Icterohaemorrhagiae lag bei 79,2 % der Menschen und gegen Hebdomadis bei 
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77,9 % der Menschen vor (YAN et al., 2003). Die Protektionsrate lag bei beiden 
Serogruppen bei 100 %. Die Effektivität der Impfung wurde aus der Inzidenz 
einer Leptospirose bei ungeimpften versus geimpften Studienteilnehmern 
errechnet und lag bei 75,2 % (YAN et al., 2003). In Frankreich ist ein 
monovalenter Impfstoff für den Menschen zugelassen (LEVETT, 2001; 
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2004). In Kuba wurde ein trivalenter Impfstoff 
entwickelt (MARTINEZ SANCHEZ et al., 1998). Der Anteil der Menschen, der 
AK nach einer Impfung mit vax-SPIRAL® bildeten, lag bei 29,0 % (MARTINEZ 
SANCHEZ et al., 1998). Tabelle 8 zeigt die weltweit für den Menschen 
zugelassenen Impfstoffe gegen Leptospirose. 
Tabelle 8: Für den Menschen zugelassene Impfstoffe gegen Leptospirose und die darin 
enthaltenen Serovare 













Als Kurzzeit-Prophylaxe in Hochrisikogebieten, wie z. B. auf den Andamanen 
Inseln, wird eine Doxycyclingabe (200 mg oral pro Erwachsener, einmal 
wöchentlich) empfohlen (TAKAFUJI et al., 1984; GONSALEZ et al., 1998; 
SEHGAL et al., 2000). Durch die prophylaktische Gabe von Doxycyclin wurde 
beispielsweise das Risiko von Soldaten in Panama an Leptospirose zu erkranken 
von 4,9 auf 0,6 % gesenkt (GUIDUGLI et al., 2000). 
Weitere prophylaktische Maßnahmen sind das Vermeiden von Hautkontakt zu 
kontaminiertem Wasser sowie von Trinken von nicht aufbereitetem Wasser in 
Risikogebieten (KOUTIS, 2007; ZAVITSANOU und BABATSIKOU, 2008). Das 
Abkochen des Trinkwassers stellt eine effektive Maßnahme zum Abtöten von 
Leptospiren dar (SCHOENEN, 2002). Eine Dezimierung von Ratten und Mäusen 
kann ebenfalls zu einer reduzierten Ansteckung führen (FAINE, 1982). Bei den 
Hauptrisikogruppen (z. B. Landwirte) können verschiedene Maßnahmen zum 
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Schutz vor einer Ansteckung ergriffen werden. Diese Schutzmaßnahmen 
umfassen das Tragen von wasserfesten Schuhen und Handschuhen bei der Arbeit 
mit potenziell infektiösem Material (KOUTIS, 2007; ZAVITSANOU und 
BABATSIKOU, 2008). Für Tierärzte wird eine regelmäßige und gründliche 
Handhygiene und, falls nötig, das Tragen von Handschuhen, Mundschutz, 
Schutzbrille und Schutzkleidung empfohlen (NASPHV, 2010). In jedem Fall 
sollen Handschuhe bei Kontakt zu potenziell infizierten Tieren und bei Kontakt 
mit Urin, Kot, Körperflüssigkeiten, Blut, Se- und Exkreten und Exsudaten 
getragen werden (NASPHV, 2010). Das Bundesinstitut für Risikobewertung 
(BfR) gab 2014 eine Mitteilung heraus, demzufolge insbesondere Menschen aus 
Risikogruppen beim Auftreten unklarer fieberhafter Erkrankungen frühzeitig an 
eine Leptospirose denken und einen Arzt konsultieren sollten 
(BUNDESINSTITUT FÜR RISIKOBEWERTUNG, 2014). 
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IV. DISKUSSION 
Leptospirose ist eine als Zoonose eingestufte, weltweit verbreitete Krankheit, für 
die der Hund eine mögliche Ansteckungsquelle für den Menschen darstellt 
(SCHMIDT et al., 1989; LEVETT, 2001). Hundekontakt wird als Risikofaktor für 
das Auftreten humaner Leptospirose gesehen (HOENIGL et al., 2014; JURKE et 
al., 2015). In der Schweiz nahm die Anzahl an Leptospirose erkrankter Hunde 
von 2002 bis 2013 zu (MAJOR et al., 2014). Derzeit ist noch unbekannt, wie viele 
Hunde in Deutschland subklinisch infiziert sind und damit ein nicht 
einzuschätzendes Risiko für eine potenzielle Ansteckung darstellen (JANSEN et 
al., 2005). Es gab bisher in Deutschland keine Untersuchung zur AK-Prävalenz 
oder Ausscheidung von Leptospiren über den Urin bei gesunden Hunden. Jedoch 
existieren zwei Studien außerhalb Deutschlands, bei denen die Prävalenz einer 
Leptospirurie bei unselektierten Hunden untersucht wurde. In Irland lag die 
Prävalenz bei 7,1 % und in den USA bei 8,2 % (HARKIN et al., 2003; ROJAS et 
al., 2010).  
Die vorliegende Arbeit umfasste drei Ziele. Zunächst wurde die Prävalenz einer 
Leptospirurie bei gesunden Hunden aus Oberbayern mittels PCR ermittelt. 
Darüber hinaus wurden die Genospezies der ausgeschiedenen Leptospiren mittels 
einer MLST bestimmt. Schließlich wurde das Vorkommen von AK gegen 
Leptospiren bei gesunden Hunden mit Hilfe eines MAT untersucht. Dazu wurden 
Urin- und Serumproben von 200 gesunden Hunden aus Oberbayern, die im 
Rahmen der Gesundheitsvorsorge in der Medizinischen Kleintierklinik der LMU 
München und der Tierklinik Ismaning vorgestellt wurden, randomisiert 
untersucht.  
Von 200 gesunden Hunden schieden drei Leptospiren über den Urin aus. Dies 
entspricht einer Prävalenz von 1,5 %. Damit war die Prävalenz in der 
vorliegenden Studie niedriger als die der Studie in Irland (7,1 %) (ROJAS et al., 
2010) und in den USA (8,2 %) (HARKIN et al., 2003). Als ein Grund für die 
niedrigere Prävalenz in der vorliegenden Studie ist die Tatsache anzusehen, dass 
nur klinisch gesunde Hunde in die Studie eingeschlossen wurden. In Irland und in 
den USA hingegen wurde auch der Urin kranker Hunde untersucht. Da darunter 
auch Patienten mit Leber- und Nierenversagen sein konnten, war die 
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Wahrscheinlichkeit für das Vorliegen einer Leptospireninfektion bei diesen Tieren 
höher. Außerdem ist es aufgrund unterschiedlicher klimatischer Bedingungen 
möglich, dass die Prävalenz in diesen beiden Ländern höher ist als in 
Deutschland. In Irland kam es in den Jahren 2008 und 2009 zu starken 
Regenfällen und Überschwemmungen (KIELY et al., 2010). Die 
durchschnittliche Jahresniederschlagsmenge lag 2008 bei 1270 mm und 2009 bei 
2175 mm (KIELY et al., 2010). Zahlreiche Untersuchungen konnten einen 
Zusammenhang zwischen der Niederschlagsmenge und dem Auftreten von 
Leptospirosefällen nachweisen (ADIN und COWGILL, 2000; WARD, 2002; LEE 
et al., 2014). Im Studienzeitraum der vorliegenden Studie, betrug die 
durchschnittliche Jahresniederschlagsmenge in München 959 mm im Jahr 2010 
und 827 mm im Jahr 2011 (LUGAUER, 2011). Der durchschnittliche 
Jahresniederschlag in München lag somit deutlich unterhalb der Werte aus Irland. 
Die Studienhunde von HARKIN und Mitarbeitern (2003) stammten aus dem 
Patientengut der Kansas State University (HARKIN et al., 2003). Je nach Region 
in Kansas kommt es im Sommer zu sehr viel Niederschlag (bis 1200 mm) und im 
Winter ist es sehr mild (Klima. Kansas, 2016). Neben hohen 
Niederschlagsmengen führen auch milde Winter ohne Frost zu einem gehäuften 
Auftreten von Leptospirose (LEE et al., 2014). Im Jahr 2010 gab es 84,5 Frosttage 
in München (LUGAUER, 2011). Die klimatischen Bedingungen für das 
Überleben von Leptospiren in der Umwelt in Oberbayern waren somit schlechter 
als in Irland und den USA und eine Ansteckung damit weniger wahrscheinlich. 
Weitere Gründe für die niedrigere Prävalenz könnten sein, dass die Dauer und 
Intensität der Leptospirurie mit dem infizierenden Serovar und von Hund zu Hund 
variiert und darüber hinaus intermittierend sein kann (VAN DE MAELE et al., 
2008). Harn ist ein für die Leptospirendiagnostik geeignetes Probenmaterial, da 
die Ausscheidung von Leptospiren über den Urin noch vor einer im Blut 
nachweisbaren AK-Bildung erfolgt. Einige Studien bewiesen, dass auch AK-
negative Hunde Leptospiren über ihren Urin ausscheiden können (TURNER, 
1969; FEIGIN et al., 1973; CLEGG und HEATH, 1975; LEVETT, 2003). Die 
Leptospirurie beginnt in der zweiten Woche nach Infektion und kann vier bis 
sechs Wochen, in seltenen Fällen auch Monate andauern (JOHNSON, 1950; BAL 
et al., 1994). Bei einer einzelnen Probennahme besteht daher die Möglichkeit, 
dass zum Zeitpunkt der Entnahme keine Leptospirurie besteht. Falsch-negative 
qPCR-Ergebnisse sind aus diesen Gründen denkbar. Die Prävalenz der 
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vorliegenden Studie von 1,5 % unterschätzt daher unter Umständen die 
tatsächliche Prävalenz in Deutschland. 
In der vorliegenden Studie wurde zum Nachweis der Leptospiren-DNA ein qPCR-
Protokoll gewählt, das spezifisch für das lipL32-Gen pathogener Leptospiren ist. 
Dieses Gen codiert das häufigste Zelloberflächenprotein von pathogenen 
Leptospira spp. (HAAKE et al., 2000). Das Zelloberflächenprotein L32 gilt auch 
als Virulenzfaktor, da es nicht in apathogenen Spezies gefunden werden kann 
(HAAKE et al., 2000; CULLEN et al., 2002; YANG et al., 2002; CULLEN et al., 
2005). Das in der vorliegenden Studie gewählte qPCR-Protokoll ist sehr sensitiv 
um Leptospiren im Urin nachzuweisen (STODDARD et al., 2009). ROJAS und 
Mitarbeiter (2010) verwendeten ebenfalls ein für das lipL32-Gen spezifisches 
qPCR-Protokoll. Allerdings verwendeten die Autoren andere Primer, als die der 
vorliegenden Studie (ROJAS et al., 2010). HARKIN und Mitarbeiter (2003) 
bedienten sich einer konventionellen PCR, die auf der 23S-rRNA basierte 
(HARKIN et al., 2003). Die Verwendung unterschiedlicher Zielsequenzen kann 
zu einer unterschiedlichen Sensitivität und Spezifität der PCR führen. Der in der 
vorliegenden Studie eingesetzte Assay war in der Lage 1,0 x 102 Leptospiren/ml 
Urin nachzuweisen.  
FINK und Mitarbeiter (2015) evaluierten in ihrer Studie das von STODDARD 
und Mitarbeitern (2009) entwickelte qPCR-Protokoll zum Nachweis von 
Leptospiren in Hundeurin. Die Nachweisgrenze lag dort bei 1,2 x 102 
Leptospiren/ml, was in etwa einer mit dem des in der vorliegenden Studie 
verwendeten Assays vergleichbaren Nachweisgrenze entspricht (FINK et al., 
2015). Eine höhere Sensitivität ist mit dem in der vorliegenden Studie 
verwendeten Assay somit nicht möglich. Bei einer Ausscheidung von Leptospiren 
unterhalb der Nachweisgrenze, kann es zu falsch-negativen qPCR-Ergebnissen 
gekommen sein. Die Spezifität des Assays wurde in der originären Studie und in 
der Studie von FINK und Mitarbeitern (2015) bestimmt und betrug 100 % für 
pathogene Leptospira spp. (STODDARD et al., 2009; FINK et al., 2015). In der 
vorliegenden Studie wurden alle Negativkontrollen mittels PCR negativ getestet, 
daher sind falsch-positive Ergebnisse unwahrscheinlich. 
In der vorliegenden Studie war es möglich, die Genospezies der ausgeschiedenen 
Leptospiren mittels MLST zu ermitteln. Für die MLST wurde das 6-Lokus-
Schema von AHMED und Mitarbeitern (2006) verwendet, welches eine 
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Einteilung in Genospezies, nicht aber in Sequenztypen, ermöglicht (AHMED et 
al., 2015). Bei zwei Hunden wurden Leptospiren der Genospezies L. interrogans 
und bei einem Hund der Genospezies L. borgpetersenii nachgewiesen. Durch den 
Nachweis der Genospezies konnten die positiven Ergebnisse der qPCR bestätigt 
werden. 
Es gibt Unterschiede zwischen den Ergebnissen der qPCR und des MAT. Bei 
klinischen Fällen beruht die Diagnose meistens auf MAT-Ergebnissen, da der 
Test von vielen spezialisierten Laboratorien angeboten wird und aktuell als 
Goldstandard gilt (WHO, 2003). Allerdings hat der MAT viele Limitationen, da 
die Interpretation subjektiv ist und die Anwendung ein hohes Maß an Erfahrung 
bedarf (SYKES et al., 2011). Außerdem gibt es keine klare Definition eines 
negativen Ergebnisses (SYKES et al., 2011). In der Regel wird ein Cut-off Titer 
von < 1:100 verwendet, um positive von negativen Tieren zu unterscheiden (OIE, 
2014). Ein einmalig nachgewiesener AK-Titer bestätigt noch keine klinische 
Diagnose, da der MAT nicht zwischen denjenigen AK differenzieren kann, die 
durch eine Impfung und denen, die nach natürlichem Kontakt entstanden sind 
(BOLIN, 1996). Bei Hunden mit Verdacht auf Leptospirose, spricht ein 
mindestens vierfacher Titeranstieg innerhalb von ein bis zwei Wochen für eine 
akute Infektion oder eine kürzlich durchgeführte Impfung (MILLER et al., 2011; 
FRAUNE et al., 2013). Geimpfte Hunde können sehr hohe Titer sowohl 
(> 1:6.400) gegen Impf- als auch gegen nicht-Impfserogruppen entwickeln 
(MIDENCE et al., 2012; MARTIN et al., 2014). Einmalig hohe MAT-Titer sind 
daher nicht beweisend für eine Infektion. Der MAT ist auch nicht in der Lage die 
infizierende Serogruppe vorherzusagen. In einer Studie bestand eine lediglich 
50%ige Korrelation zwischen der auf MAT-Basis vermuteten und der auf 
bakteriologischer Kultur basierenden identifizierten Serogruppe (LEVETT, 2003).  
In der vorliegenden Studie zeigten 47,0 % der Hunde im MAT einen AK-Titer 
≥ 1:100 gegen mindestens eine der im MAT getesteten Serogruppen. AK-Titer 
gegen mindestens eine nicht-Impfserogruppe konnten bei 17,0 % bei einem Cut-
off Titer ≥ 1:100 und bei 3,5 % der Hunde bei einem Cut-off Titer ≥ 1:400 
nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu lag die Prävalenz der qPCR-positiven 
Hunde mit 1,5 % deutlich darunter. Der Grund für diese Diskrepanz liegt 
vermutlich darin, dass es sich bei der PCR um einen direkten und beim MAT um 
einen indirekten Erregernachweis handelt. AK, welche im MAT nachgewiesen 
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werden, verbleiben lang im Körper und sind so auch noch Jahre nach einer 
Infektion nachweisbar. Demgegenüber weist die PCR das momentane 
Vorhandensein des Erregers nach. Außerdem kann es sein, dass die mittels PCR 
ermittelte Prävalenz fälschlicherweise zu niedrig angenommen wurde. So kann es 
z. B. durch eine intermittierende Ausscheidung zu falsch-niedrigen Prävalenzen 
gekommen sein. AK durch vorangegangene Impfungen können die MAT-
Ergebnisse verfälschen (BARR et al., 2005).  
Studien bei gesunden Hunden aus den USA zeigten eine AK-Prävalenz von 
17,1 % gegen mindestens eine Serogruppe (inklusive Impfserogruppen) bei einem 
Cut-off Titer ≥ 1:100 (DAVIS et al., 2008) und 24,9 % bei einem Cut-off Titer 
≥ 1:200 (STOKES et al., 2007). Vergleicht man die AK-Prävalenzen aus der 
vorliegenden Studie mit den Ergebnissen der Studie aus den USA, zeigt sich eine 
höhere AK-Prävalenz in Deutschland. Eine mögliche Erklärung ist eine höhere 
Impfrate in Deutschland und damit eine größere Anzahl impfassoziierter AK-Titer 
und Kreuzreaktionen. In einer Studie aus den USA waren nur 20,0 % der Hunde 
gegen Leptospirose geimpft (SANDHU und SINGH, 2014). In einer 
vergleichbaren Studie aus Deutschland hingegen waren 60,0 % der Hunde gegen 
Leptospirose geimpft (GEISEN et al., 2007). In der vorliegenden Studie war der 
Impfstatus der Studienpopulation bei 145 (72,5 %) der 200 Hunde bekannt; 144 
(99,3 %) der 145 Hunde waren gegen Leptospirose geimpft. Hunde in 
Deutschland, wie auch die Hunde der vorliegenden Studie, wurden bis zum Jahr 
2011 mit Impfstoffen geimpft, die lediglich die Serovare Canicola und 
Icterohaemorrhagiae enthielten. Im Jahr 2011 wurde zusätzlich ein Impfstoff mit 
den Serovaren Canicola, Icterohaemorrhagiae und Grippotyphosa auf den Markt 
gebracht. Im Jahr 2014 folgte die Einführung eines quadrivalenten Impfstoffes, 
der außerdem noch das Serovar Australis enthält (KLAASEN et al., 2014). Es 
gibt zahlreiche Untersuchungen über die Effektivität der Leptospiroseimpfstoffe 
beim Hund. Alle Leptospiroseimpfstoffe schützen vor klinischen Symptomen, es 
kann aber trotz Impfung zu einer Leptospirurie kommen (ANDRE-FONTAINE et 
al., 2003; KLAASEN et al., 2003; MINKE et al., 2009; KLAASEN et al., 2013). 
Um auch vor einer Niereninfektion zu schützen, ist eine höhere Antigendosis 
nötig (MINKE et al., 2009). In einer Studie wurden 16 Hunde mit einem 
bivalenten Impfstoff (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft und danach mit 
Serovar Canicola gechallenged. Bei drei der 16 Hunde kam es zu einer 
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Leptospirurie (ANDRE-FONTAINE et al., 2003). Ein Grund für die Leptospirurie 
der PCR-positiven Hunde in der vorliegenden Studie könnte also sein, dass die 
damals verwendeten Impfstoffe nicht ausreichend vor einer Leptospirurie 
schützten. Eine andere Möglichkeit ist, dass eine Infektion mit nicht-
Impfserovaren vorlag. Eine Kreuzprotektion besteht nur gegenüber antigenetisch 
ähnlichen Serovaren (ELLIS, 2010). Eine neuere Studie mit einem quadrivalenten 
Impfstoff konnte einen Schutz vor einer Niereninfektion und Ausscheidung von 
Leptospiren zeigen (KLAASEN et al., 2013). In dieser Studie wurden 64 Hunde 
in acht Gruppen unterteilt. Die Hälfte der Hunde (16) der Gruppe 1 – 4 wurde mit 
einem quadrivalenten Impfstoff (Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa 
und Australis) geimpft und die andere Hälfte der Hunde diente als Kontrolle. Jede 
Gruppe wurde mit einem unterschiedlichen Impfserovar gechallenged. Die Hunde 
der Gruppe 5 – 8 erhielten zusätzlich zu dem quadrivalenten Impfstoff noch 
Serum mit AK. Keiner der geimpften Hunde zeigte nach der Challenge eine 
Leptospirurie oder Nephritis (KLAASEN et al., 2013). Aufgrund der geringen 
Kreuzprotektivität von Leptospiroseimpfstoffen sollten Impfstoffe eingesetzt 
werden, die die in der Region relevanten Serogruppen enthalten. Außerdem 
sollten nur Impfstoffe verwendet werden, die auch vor einer Leptospirurie 
schützen.   
Es existieren zwei Studien aus Deutschland, die die AK-Prävalenz von Leptospira 
spp. bei Hunden mit Verdacht auf Leptospirose untersuchten. In diesen Studien 
hatte fast die Hälfte (44,1 % und 48,0 %) der Hunde einen AK-Titer ≥ 1:100 
gegen mindestens eine Serogruppe (inklusive Canicola und Icterohaemorrhagiae) 
(GERLACH und STEPHAN, 2007; GEISEN et al., 2008). Interessant ist, dass die 
in der vorliegenden Studie ermittelte AK-Prävalenz bei gesunden Hunden 
(47,0 %) somit etwa gleich hoch ist wie bei Hunden mit Verdacht auf 
Leptospirose. Dies ist durch die hohe Impfrate in Deutschland und damit 
verbundene AK-Bildung zu erklären. 
Die MAT-Ergebnisse der PCR-positiven Hunde fallen in der vorliegenden Studie 
sehr unterschiedlich aus. Der erste Hund (Irish Setter, Hund Nr. 1) hatte niedrige 
Titer gegen die Serogruppen Bratislava (1:100), Australis (1:100), und 
Icterohaemorrhagiae (1:100). Der Hund war elf Monate vor der Probenentnahme 
mit einer bivalenten Vakzine (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft 
worden. Nur der Icterohaemorrhagiae-Titer konnte als Impftiter interpretiert 
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werden. Die niedrigen Titer gegen die anderen beiden Serogruppen waren 
vermutlich unspezifische Reaktionen aus früheren Infektionen. Durch die MLST 
konnte bewiesen werden, dass der Hund Leptospiren der Genospezies L. 
borgpetersenii ausgeschieden hat. Die Serogruppen jedoch, gegen die der Hund 
AK aufwies, gehören alle zu der Genospezies L. interrogans. Es wurde nur eine 
Serogruppe (Sejroe) der Genospezies L. borgpetersenii im MAT getestet. Gründe 
für einen fehlenden Titer gegen eine Serogruppe der Genospezies L. 
borgpetersenii können eine sehr frühe Infektion, oder eine Infektion mit einem 
Serovar einer anderen Serogruppe sein. 
Der zweite Hund (Jack Russell Terrier, Hund Nr. 2) hatte einen hohen Titer gegen 
Icterohaemorrhagiae (1:1.600) sowie niedrige Titer gegen Grippotyphosa (1:200), 
Sejroe (1:200) und Canicola (1:400). Er war 14 Monate vor der Probenentnahme 
mit einer bivalenten Vakzine (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft 
worden. Normalerweise kommt es innerhalb von zwölf bis 16 Wochen nach einer 
Impfung zu einem deutlichen Titeranstieg; danach sinken die Titer auf einen Wert 
von 1:200 oder weniger ab (ANDRE-FONTAINE et al., 2003; KLAASEN et al., 
2003). Der hohe Icterohaemorrhagiae-Titer spricht daher eher für eine Infektion 
mit dieser Serogruppe als für einen Impftiter. Die Titer gegen die anderen 
Serogruppen sind vermutlich Kreuzreaktionen oder unspezifische Reaktionen. Die 
ausgeschiedenen Leptospiren gehörten zu der Genospezies L. interrogans, zu der 
auch die Serogruppe Icterohaemorrhagiae gehört. Es ist jedoch auch möglich, dass 
der Hund mit einer anderen Serogruppe der Genospezies L. interrogans infiziert 
war und der Icterohaemorrhagiae-Titer eine paradoxe Reaktion darstellt. 
Bei dem dritten Hund (Ratonero Bodeguero, Hund Nr. 3) konnten trotz des 
positiven PCR-Befunds keine AK-Titer nachgewiesen werden. Nach Angaben des 
Impfpasses war er zwei Monate vor der Probenentnahme mit einer bivalenten 
Vakzine (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft worden. Eine mögliche 
Ursache für fehlende impfassoziierte AK bei diesem Hund kann eine fehlerhafte 
Anwendung der Impfung, wie Fehlinjektion oder falsche Lagerung, sein. Es ist 
auch möglich, dass der Hund als „non-responder“ nicht auf die Impfung reagierte. 
Der Hund hatte offensichtlich nicht nur keine Impf-AK, er hatte auch noch keine 
AK trotz Infektion. Gründe hierfür könnten sein, dass sich der Hund in einer sehr 
frühen Phase einer Leptospireninfektion befand und daher noch keine AK gegen 
den Erreger gebildet hatte. Weiterhin denkbar wäre eine Infektion mit einer 
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Serogruppe, die nicht im MAT getestet wurde. Für generell fehlende Leptospiren-
AK ist außerdem auch eine Immunsuppression ursächlich möglich. Dadurch ist 
der Körper nicht in der Lage AK zu bilden. Wie aus dem MLST ersichtlich, 
schied der Hund Leptospiren der Genospezies L. interrogans aus, aber im MAT 
wurden nicht alle Serogruppen dieser Genospezies getestet. Dies wäre auf Grund 
der großen Anzahl an vorkommenden Serogruppen auch nicht praktikabel. Es ist 
daher möglich, dass der Hund AK gegen nicht im MAT getestete Serogruppen 
hatte. 
Neben den drei PCR-positiven Hunden war ein weiterer Hund auffällig. Dieser 
Hund (Mischling) hatte einen Grippotyphosa-Titer von ≥ 1:6.400 und war damit 
hoch verdächtig für eine akute Leptospireninfektion. Er hatte jedoch eine negative 
Urin-qPCR. Es ist möglich, dass die Anzahl der ausgeschiedenen Leptospiren 
unterhalb des Detektionsminimums von 1 x 102 Leptospiren/ml lag. Eine weitere 
Erklärung könnte die intermittierende Ausscheidung von Leptospiren über den 
Urin sein. Dies könnte erklären warum der Hund keine nachweisbare Leptospiren-
DNA zum Zeitpunkt der Probenentnahme hatte.  
Zu den Limitationen der vorliegenden Studie gehören, dass nur eine Urinprobe 
von jedem Hund genommen wurde, obwohl es bekannt ist, dass die Ausscheidung 
von Leptospiren intermittierend erfolgen kann (VAN DE MAELE et al., 2008). 
Der Grund dafür, dass lediglich eine einzige Probenentnahme erfolgte, war der, 
dass es sich um gesunde Hunde handelte. Diese wurden lediglich einmal im 
Rahmen einer Gesundheitsvorsorge oder z. B. einer Kastration untersucht. Auf 
Grund des Studiendesigns war es nicht möglich, bei den positiven Tieren eine 
zweite Probe zu entnehmen, da zunächst alle 200 Urinproben gesammelt wurden 
und erst im Anschluss die qPCR durchgeführt wurde. Die Zeit zwischen der 
Probenentnahme und der qPCR betrug bis zu 18 Monate. Die Besitzer wurden 
über die Symptome einer Leptospirose aufgeklärt und gebeten, sich bei Auftreten 
von Krankheitsanzeichen zu melden. Dies war bei keinem der mittels PCR-positiv 
getesteten Studienhunde der Fall.  
Ein Leptospirennachweis mittels PCR ist bezüglich der Unterscheidung, ob noch 
infektiöse oder nicht mehr infektiöse Leptospiren ausgeschieden werden, nicht 
aussagekräftig. Dafür wäre das Ansetzen einer Kultur nötig. Die PCR hat eine 
höhere Sensitivität und ist weniger zeitaufwändig als die Kultur. Da als 
Nachweisverfahren eine qPCR gewählt wurde, die spezifisch für pathogene 
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Leptospiren ist, ist davon auszugehen, dass die Hunde mit für den Menschen 
pathogenen Leptospiren infiziert waren. Ob sie zum Zeitpunkt der 
Probenentnahme noch infektiös waren, oder ob es sich nur um Leptospiren-
DNA/tote Leptospiren handelte, war für die aktuelle Fragestellung unwichtig. Ziel 
dieser Studie war es, die Prävalenz der Ausscheidung von Leptospiren über den 
Urin zu ermitteln. Nachfolgend sollten nun weitere Studien mit dem Ziel folgen, 
die klinische Relevanz der ermittelten Daten zu überprüfen. 
Hunde die Leptospiren ausscheiden stellen ein potenzielles Infektionsrisiko für 
ihre Besitzer und andere Menschen dar. Eine Ansteckung mit Leptospiren erfolgt 
meist über Hautwunden oder Schleimhäute (LEVETT, 2001). Bei Studien aus 
Zentraleuropa und Barbados wurde Gartenarbeit, Aufenthalt im Wald oder 
Wasser, Kontakt zu Nagetieren und Kontakt zu Hunden (7,0 % und 18,0 %) als 
Risikofaktor für humane Leptospirose angegeben (DOUGLIN et al., 1997; 
JANSEN et al., 2005; HOENIGL et al., 2014). Bei einem Leptospiroseausbruch 
unter Erdbeerpflückern in Deutschland wurde der Kontakt von Hautwunden mit 
Wühlmausurin über kontaminierte Erde verantwortlich gemacht (DESAI et al., 
2009). Da viele Hunde unter anderem in Gärten urinieren, ist ein ähnlicher 
Ansteckungsweg bei der Gartenarbeit möglich. Besitzer von nicht stubenreinen 
Hunden, die in Wohnräume urinieren, kommen beim Aufwischen des Urins 
ebenfalls mit Hundeurin in Kontakt. In einer Studie aus der Schweiz erkrankten 
Hundewelpen (< ein Jahr) signifikant häufiger an Leptospirose als ältere Hunde 
(MAJOR et al., 2014). Die Anzahl an nicht stubenreinen Tieren ist unter Welpen 
größer; daher stellen sie ein höheres Risiko für ihre Besitzer dar. Die Ursache für 
das vermehrte Auftreten von Leptospireninfektionen bei Welpen ist bisher nicht 
geklärt. Vermutet werden eine immunologische Lücke und eine erhöhte 
Exposition zu begünstigenden Umweltfaktoren während der Sozialisierungsphase 
der Welpen (MAJOR et al., 2014). 
Es gibt bisher keine allgemeingültige Empfehlung, wie mit klinisch gesunden 
Hunden, die Leptospiren über ihren Urin ausscheiden, umgegangen werden soll. 
Dies liegt daran, dass diese Tiere bisher meist unerkannt blieben, da der Nachweis 
von Leptospiren im Urin bisher nicht zu einer routinemäßigen 
Gesundheitsvorsorge gehört. Penicilline und anschließend Doxycyclin werden 
traditionell zur Therapie der Leptospirose bei Menschen und Hunden eingesetzt 
(WATT et al., 1988b; SUPUTTAMONGKOL et al., 2010). Hunde ohne 
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gastrointestinale Symptome erhalten zweimal täglich Doxycyclin (5 mg/kg KGW 
oral) über zwei Wochen (GOLDSTEIN, 2010; SYKES et al., 2011). Bei 
Erbrechen oder Anorexie wird eine intravenöse Gabe von Ampicillin (viermal 
täglich 20 mg/kg KGW) oder Amoxicillin (dreimal täglich 20 mg/kg KGW) bis 
zum Abklingen der Symptome empfohlen. Bei Besserung der gastrointestinalen 
Symptome sollte eine zweiwöchige Doxycyclin-Gabe (zweimal täglich 5 mg/kg 
KGW) angeschlossen werden (GOLDSTEIN, 2010; SYKES et al., 2011, Schuller 
et al., 2015). Nach diesen Empfehlungen sollten auch klinisch gesunde Hunde, bei 
denen durch eine Routineuntersuchung eine Leptospirurie festgestellt wurde, 
Doxycyclin (zweimal täglich 5 mg/kg KGW) über zwei Wochen erhalten, um eine 
weitere Ausscheidung zu verhindern. Im Anschluss an die Therapie ist eine PCR-
Kontrolle des Urins zu empfehlen. Außerdem ist eine ausführliche 
Besitzeraufklärung über mögliche Ansteckungswege sinnvoll, um eine 
Ansteckung der Besitzer zu vermeiden. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass 1,5 % der gesunden Hunde aus 
Oberbayern Leptospiren über ihren Urin ausschieden. Die AK-Prävalenz von 
nicht-Impfserogruppen betrug 17,0 % für Titer ≥ 1:100 und 3,5 % für Titer 
≥ 1:400. Somit existiert eine potenzielle Gefahr für Besitzer und andere Tiere, 
sich an subklinisch infizierten Hunden zu infizieren. Zudem ist eine regelmäßige 
Impfung gegen Leptospirose mit Impfstoffen, in denen die für die jeweilige 
Region relevanten Serogruppen enthalten sind, wichtig. Dadurch werden Hunde 
vor einer klinisch manifesten Infektion geschützt und eine Leptospirurie 
verhindert. Eine routinemäßige Untersuchung auf eine Leptospirurie sollte im 
Rahmen der Gesundheitsvorsorge zur Zoonose-Prophylaxe in Erwägung gezogen 
werden. Außerdem sollten generell beim Umgang mit Hundeurin geeignete 
Schutzmaßnahmen, wie das Tragen von Handschuhen für das Aufwischen von 
Hundeurin, ergriffen werden. 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 
Leptospirose ist eine Zoonose mit weltweit steigender Prävalenz bei Hunden und 
Menschen. Die genaue Prävalenz von Infektionen bei Hunden mit Leptospira spp. 
in Deutschland ist unbekannt. Es wird vermutet, dass die Bedeutung von 
Leptospira-spp.-Ausscheidern unterschätzt wird, da viele Infektionen subklinisch 
verlaufen.  
In der vorliegenden prospektiven Arbeit wurden Urinproben von 200 gesunden 
Hunden aus Oberbayern randomisiert gesammelt und auf das Vorhandensein von 
Leptospiren untersucht. Ziel der Studie war es, die Prävalenz der Ausscheidung 
von Leptospiren über den Urin von gesunden Hunden und die Genospezies dieser 
Erreger zu ermitteln. Dafür wurde eine hochsensitive Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (qPCR), spezifisch für das lipL32 Gen pathogener Leptospiren, 
durchgeführt. Positive Proben wurden mittels Multilocus-Sequenztypisierung auf 
die ausgeschiedenen Genospezies hin untersucht. Zusätzlich wurde die 
Antikörperprävalenz mittels Mikroagglutinationstest bestimmt.  
Drei der 200 untersuchten Urinproben waren qPCR-positiv. Die Prävalenz der 
Leptospirenausscheidung lag damit bei 1,5 %. Alle qPCR-positiven Hunde waren 
mit einem „alten“ bivalenten Impfstoff gegen Leptospirose geimpft. Ein Hund 
schied Leptospiren der Genospezies L. borgpetersenii, und zwei Hunde der 
Genospezies L. interrogans aus.  
Antikörper-Titer ≥ 1:100 gegen mindestens eine Serogruppe, inklusive der 
Impfserogruppen, wurden bei 47,0 % der Hunde nachgewiesen. Einen Antikörper-
Titer gegen nicht-Impfserogruppen ≥ 1:100 hatten 17,0 %, einen Antikörper-Titer 
≥ 1:400 hatten 3,5 % der Hunde. 
Gesunde, infizierte Hunde können Leptospiren über den Urin ausscheiden und 
somit ein Risiko für Tierbesitzer und andere Tiere darstellen. Eine 
flächendeckende Impfung gegen die relevanten Serogruppen ist daher bei Hunden 
in Deutschland empfehlenswert. Außerdem sollten geeignete Hygienemaßnahmen 
beim Umgang mit Hundeurin ergriffen werden und eine ausführliche 
Besitzeraufklärung über das zoonotische Potential der Leptospirose erfolgen.
VI. Summary     45 
VI. SUMMARY 
Leptospirosis is a zoonotic disease with an increasing prevalence among humans 
and dogs worldwide. The prevalence of Leptospira spp.-infected dogs in Germany 
is unknown. It is suggested that the role of Leptospira spp.-shedding dogs is 
underestimated, because subclinical infections are common.   
In this prospective study, urine samples of 200 healthy dogs from Upper Bavaria 
were randomly collected and evaluated for the presence of leptospires. The aim of 
this study was to evaluate the prevalence of urinary shedding of leptospires in 
healthy dogs, and to identify the genomospecies of those leptospires. Therefore, a 
quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) specific for the lipL32 
gene of pathogenic Leptospira spp. was performed. Positive samples were further 
characterized via multilocus sequence typing to identify the genomospecies. As a 
second aim, prevalence of antibodies against leptospires was determined via 
microscopic agglutination testing.  
Three of the 200 urine samples were found to be qPCR-positive, resulting in a 
urinary shedding prevalence of 1.5 %. All three dogs had been vaccinated with 
“old” vaccines containing only two serogroups. One dog shed leptospires of the 
genomospecies L. borgpetersenii, and two of the genomospecies L. interrogans. 
Antibody titers ≥ 1:100 against at least one serogroup, including vaccinal 
serogroups, were presented in 47.0 % of all dogs. Seventeen percent of the dogs 
had antibody titers ≥ 1:100, and 3.5 % showed titers ≥ 1:400 to non-vaccinal 
serogroups.  
Healthy, infected dogs can shed leptospires with their urine, and represent a risk 
for their owners and other animals. Therefore, vaccination containing serogroups 
relevant for the respective region is advisable for dogs in Germany. In addition, 
general hygiene measures should be performed while handling dog urine, and dog 
owners should be informed about the zoonotic potential of leptospirosis. 
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